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Dryopteris filix-mas (L.) Schott, Polypodiaceae, Flavan, Dihydrocoumarin, Lactone

From acetone extracts of fresh aerial parts of Dryopteris filix-mas (L.) Schott a flavan-3-ol was
isolated. Its structure was elucidated as 5-(3,4-dihydroxyphenyl)-3,3a,4,5-tetrahydro-4,8-dihydro-
xyﬁH-pyrano[4,3,2-de]—l-benzopyran-Z-one by means of spectroscopic methods including *C-
NMR.

In den getrockneten Wedeln von Dryopteris filix-
mas (L.) Schott wurden bis heute folgende phenoli-
sche Inhaltsstoffe gefunden: Chlorogensaure [1],
Zimtsaurederivate [2], Shikimisdure [3], Cyanidin
[4], Leukoanthocyane [5], Kdmpferol, Quercetin und
andere Flavonoid-Aglyka [5]. Da jedoch die zum
Nachweis dieser Stoffe verwendeten Methoden [2, 4,
5] zur Bildung von Artefakten fithren, hatten wir uns
mit der vorliegenden Arbeit vorgenommen, die ober-
irdischen Teile des Wurmfarns erneut auf Poly-
phenole zu untersuchen. Dabei konnte ein Natur-
stoff neuen Typs isoliert und in seiner Konstitution
aufgeklart werden, der Strukturelemente eines Fla-
vans und eines Dihydrocumarins in sich vereinigt.

Ergebnisse und Diskussion

Zunichst gingen wir der Frage nach, ob die relativ
toxischen Phloroglucide des Rhizoms auch in den
Wedeln vorkommen. Es wurden die gleichen Phloro-
glucide isoliert. Auch die relative Zusammensetzung
des als Filicin bezeichneten Gemisches war die
gleiche, mengenmafBig betrug es aber nur etwa ein
Zwolftel des Rhizom-Filicins.

Aus frischen und rasch aufgearbeiteten Wedeln
wurde neben Kampferol-3-O-glucosid, Quercetin-3-
O-glucosid, Epicatechin und Procyanidin B2 eine
weitere, sehr gut wasserldsliche Substanz (I) in farb-
losen Kiristallen isoliert, die sich chemisch wie ein
Catechin verhielt. Die rasche Aufarbeitung war not-
wendig, da sich I im Pflanzenansatz zersetzte; als
Reinsubstanz war sie dagegen auch in Losung relativ
stabil.
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Im IR-Spektrum zeigte I eine deutliche Bande bei
1710 cm™, charakteristisch fiir einen Ester oder ein
Lacton. Hochaufgeloste MS ergab fiir den Molekiil-
peak eine Masse von 330,073, der Summenformel
C,;H,,0, entsprechend. Mit verschiedenen Alkoho-
len in Gegenwart von Spuren Mineralsidure lie sich
I zu jeweils chromatographisch verschiedenen Pro-
dukten umsetzen, mit Methanol wurde eine Sub-
stanz mit dem Molekulargewicht 362 gewonnen.
Demnach war I ein Lacton.

Das PMR-Spektrum (Tab. I) war dem des Cate-
chin dhnlich. Es wies Signale zweier Benzolringe auf,
deren Kopplungen und chemische Verschiebungen
mit einer Substitution eines 5.7.3".4’-Tetrahydroxy-
flavans ibereinstimmten. Auffallig war, da die
beiden Dubletten bei 6,05 und 5,94 ppm nach Ein-
engen der Losung mit D,0 verschwanden, d.h.
Protonen gegen D ausgetauscht wurden. Dies konnte
jedoch auch bei Epicatechin beobachtet werden. Die
Signale bei 2,43, 3,06 und 3,41 ppm bilden ein ABC-
System, wie Einstrahlungsversuche bestitigten, wo-
bei erstere geminale Protonen sein muBten (|J|=
16 Hz). Die Perturbation des Singletts bei 4,02 ppm
war nach Einstrahlungsversuchen (auf 2,43, 3,41,
6,9 ppm) am ehesten durch eine Kopplung mit dem
Proton bei 3,41 ppm zu erkléren.

Das *C-NMR-Spektrum in DMSO wies im Ver-
gleich mit den Daten fiir Epicatechin [6] leichte Ver-
schiebungen der Signale fiir C-2 (—4,2 ppm), C-3
(+2,9 ppm), C-4 (+7,1 ppm, falls dieses bei 36,0 ppm
lag) und C-10 (+2,9 ppm) auf. In diesem Spektrum,
das wie oben nach Einengen mit D,0 aufgenommen
war, fehlten im Gegensatz zu dem davor in Aceton
registrierten Spektrum (Tab. II) deutliche Signale
bei 96,6 und 95,8 ppm, an welche C-Atome dem-
nach die ausgetauschten Protonen gebunden sein
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Tab. . PMR-Daten von Dryopterin (I), sein Acetat (IT) und sein Methylesteracetat (III) (6 ppm (Jgz))®.

Subst. Aromat. Protonen MeO- Acetyl
A-Ring B-Ring H-2° H-3 H-4 H-11 arom. aliph.
I 6,05d (2) 7,08—  493s 4,02 p. 341°m 3,06°dd (3,7, 16)
5,94d (2) 6,84 m 2,43¢dd (11, 16)
I 6,59d (2) 7,19—  528s 5,52d (5) 52m 3,1 - 2,29 — 2,14s
6,51d (2) 7,02 24m 2,263s
I 6,68 d (2) 733—  520p. 524°m 341°m 2,84 dd (3%, 15) 3,78s 2,325 (9H)
6,63d (2) 7,23 m 2,45 dd (10, 15) 228s(3H) 1,85s

2 Tin Aceton, Acetate in CDCl,;
b Bezifferung, siehe Formal L

¢ Die Zuordnung der Signale erfolgte durch Einstrahlungsversuche;

p.: ein perturbiertes Singlett.

muBten. Die Zuordnung der C-Atome des B-Ringes
wurde aufgrund eines nicht entkoppelten Spektrums
(116,5 ppm, Jeu =158, Jou=4; 118,2 ppm, Jcu
=159; 121,1 ppm, Yeu =160, *Jog=6) und in
Ubereinstimmung mit Inkrementberechnungen an-
ders als in [6] vorgenommen. Gegeniiber dem Epica-
techin-Spektrum enthielt das Spektrum von I noch
ein Signal bei 177,9 ppm, einem Ester-Carbonyl-C
entsprechend, und eines bei 39,1 ppm. Nach diesen
und den MS-Daten enthielt I eine C=0O-Gruppe
eines Lactons und ein C-Atom mehr als Catechin.
Das Peracetat von I (II) ergab im Massenspek-
trum einen Molekiilpeak bei m/e 498; der Massen-
abbau begann mit der Abspaltung von 4 Acetylgrup-
pen. Das PMR-Spektrum (Tab. I) zeigte, daB es sich
dabei um 3 aromatische und eine aliphatische han-
delte. Das Peracetat des Methylesters (III) war nach
dem PMR-Spektrum erwartungsgemifl ein Penta-
acetat und zwar mit 4 aromatischen und einer

aliphatischen Acetylgruppe. Daraus folgte, daB das
Lacton in I ein intramolekularer Phenolester sein
mufte.

Das PMR-Spektrum von III (Tab. I) zeigte auBBer-
dem gegeniiber dem von I ein unverdndertes ABC-
System, aber Verschiebungen der iibrigen Methin-
Protonen auf 5,20 bzw. 5,24 ppm. Aufgrund dieser
Tatsache wurde das Singlett bei 4,93 ppm in I einem
Proton zugeordnet, das vicinal zu einer C— OH-Grup-
pierung sein mufBte. Das Signal bei 4,02 ppm in I
war in III um 1,2 ppm verschoben, was fiir eine
Acetylierung einer OH-Gruppe am selben C-Atom
spricht. Das Spektrum von II stimmte mit dieser
Annahme iiberein. Die Aufspaltung des perturbier-
ten Singletts bei 4,02 ppm in Spektrum von I in ein
Dublett in II und ein Multiplett in III war nach
einem Einstrahlungsversuch mit I auf 3,41 ppm
durch Kopplung mit diesem Proton des erwdhnten
ABC-Systems zu erkldaren. Also muB3te I das Struk-

Tab. II. *C-NMR-Daten von Dryopterin (I) und sein Ester-Acetat (III) (6 ppm) *.

C-2+ C-3 C-4 C-5 C-6 C-7 C-8 C-9
I 75,4 70,2 36,0 157,9* 96,6° 157,92 95,8 156,92
I 729 69,12 33,2° 150,2¢ 109.4 149,9¢ 108,0 154,6
Tab. II. (Fortsetzung).
C-10 C-11 C-12 C-1 C-2 C-3¥ C-4 C-5 C-6’
I 102,7 39,1 174,0 132,1 1153 145,24 145,44 115,6¢ 119,3
m 1119 39,6 171,0 135,5 122,14 142,1¢ 142,0¢ 123,34 124,44

a,b,¢,d, e 7yordnungen mit denselben Buchstaben sind austauschbar.

* Tin Aceton, Acetat in CDCl,.
+ Bezifferung, sieche Formel I.
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turelement —CH,—CH-C(OH)H- enthalten. Die
unterschiedlichen chemischen Verschiebungen der
beiden Protonen in IT und III wiaren durch sterische
Unterschiede zwischen beiden Substanzen — hervor-
gerufen durch die Offnung des Lactonringes — er-
klarbar.

Obiges Strukturelement konnte Bestandteil des
C-Ringes eines Isoflavans sein, jedoch liegen die
chemischen Verschiebungen der geminalen Protonen
dort bei etwa 4,5ppm. Es ist deshalb in einer
Substanz mit den wie genannt substituierten Benzol-
ringen, einem Lactonring und 17 C-Atomen nur mit
der Struktur I zu vereinbaren, fiir die wir den
Namen Dryopterin vorschlagen: '

Auch die MS-Daten sind damit vereinbar, indem
der Massenabbau dem von Flavan-3-olen [7] ent-
spricht: Es dominierten das (RDA +H)-Fragment
des A-Ringes (mit Lactonring) (m/e 179) und das
RDA-Fragment des B-Ringes (m/e 152).

Die endgiiltige Zuordnung der Signale bei 36,0
und 39,1 ppm im *C-NMR-Spektrum von I erfolgte
durch ein nicht entkoppeltes Spektrum. 39,1 ppm
gab ein Triplett und war demnach C-11, 36,0 ppm
ein Dublett und muBte C-4 sein.

Die Struktur I besitzt 3 chirale Zentren. Aus steri-
schen Grinden muf am C-4 das C-Atom des
Lactonringes dquatorial angeordnet sein. Die fehlen-
den bzw. schwachen Kopplungen zwischen den Pro-
tonen in 2-, 3- und 4-Stellung in I und die stirkeren
Kopplungen in den Spektren von II und III zeigen,
daB diese Protonen in I jeweils Winkel von 90°
miteinander bilden. In 3.4-substituierten Flavanolen
wurden solche kleine Kopplungen nur in 2.3-cis-3.4-
trans Verbindungen beobachtet [8], wiahrend groBe
Kopplungskonstanten bei 2.3-trans-3.4-trans-Verbin-
dungen [8] — auch fiir die Procyanidine [9] — charak-
teristisch sind. Bei I ist die groBe Verdnderung der
chemischen Verschiebung von H-4 bei Acetylierung
(1,8 ppm) durch eine cis-Anordnung des H-4 zu der
OH-Gruppe an C-3 zu erklaren, namlich durch den
Anisotropie-Effekt der C=0-Gruppe, der bei einer
trans-Anordnung wegen des groBeren Abstandes
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zwischen H-4 und der C=0-Gruppe kleiner sein
miiBte [10]. Auch der Unterschied in der chemischen
Verschiebung von C-2 in Epicatechin-Acetat und III
stimmt mit einer 2.4-trans-Anordnung iiberein [11].
Ferner ist erwiahnenswert, daf3 unter den Procyani-
dinen keine Substanz mit einer cis-Anordnung zwi-
schen der OH-Gruppe bei C-3 und der Arylgruppe
bei C-4 gefunden wurde [11]. Da also sidmtliche
Befunde in dieselbe Richtung deuten, schlagen wir
fiir I die folgende relative Konfiguration vor (bezo-
gen auf die H-Atome): 2.3-cis-3.4-trans.

Nach Auskunft von Chemical Abstracts Service
liegt der Struktur von I folgendes als 2H-Pyrano-
[4.3.2-de]-1-benzopyran bezeichnetes Ringsystem zu-
grunde:

H,

S¢

In Ubereinstimmung mit den TUPAC- und CA-
Nomenklatur-Empfehlungen folgt fiir I daraus die
chemische Bezeichnung (ohne Beriicksichtigung der
sterischen Verhaltnisse) 5-(3.4-Dihydroxyphenyl)-
3.3a.4.5-tetrahydro-4.8-dihydroxy-2 H-pyrano [4.3.2-
de]-1-benzopyran-2-on.

Experimentelles

BC-NMR: vgl. [12]. PMR: Gerit wie *C-NMR.
Das hochaufgeloste MS wurde von der Fa. Analyti-
sche Laboratorien, D-5270 Gummersbach, aufge-
nommen: Spektrometer SM 1B (Varian Mat), 70 eV,
Auflosung: ca. 1000, Ionenquelle: 200°. Gerdte im
ibrigen wie frither beschrieben [13].

Isolierung: 16 kg frische Wedel aus Anbau in
Stiddeutschland wurden 4 Tage mit 50 kg Aceton
mazeriert. Das Mazerat wurde bei 40 °C im Rotavap
zur Sirupdicke eingeengt, mit Wasser versetzt
und etwas Kieselgur zugegeben. Nach Filtration
wurde mit CCl,, CHCI,, Diethylether und Ethyl-
acetat extrahiert. Der Ethylacetat-Extrakt (19 g)
wurde durch mehrfache Sdulen-Chromatographie
an Sephadex LH 20 mit Ethanol, Aceton und Chlo-
roform/Methanol-Gemischen aufgetrennt. Als reine
Substanzen wurden Kampferol-3-O-glucosid, Quer-
cetin-3-O-glucosid, Epicatechin und Procyanidin B2
isoliert, die mit den iiblichen Methoden und anhand
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von authentischen Substanzen identifiziert wurden.
Daneben erhielten wir etwa 300 mg Dryopterin (I).

Chromatographie (DC): A Kieselgel, CHCI,/
HOACc/H,0 55:45:10; B Kieselgel F,;,, Toluol/Ace-
ton/HCOOH 5:5:1; C Cellulose, n-BuOH/HOAc/
H,0 4:1:2; D Kieselgel F,;,, Toluol/Aceton 2: 1.

Dryopterin (I). Schmp. 118°. DC (R-Werte) A:
0,20; B: 0,35; C: 0,62, Detektion: Vanillin/HCI:
karmin, FeCl,: blauviolett, Echtblausalz B: karmin.
[2]®=—-50,6°C (c2,7, MeOH), [a]*=-36°C (c
6,3, H,0). UV Apax nm: 281 (MeOH). IR ymax cm™
(KBr): 3400, 1710, 1630, 1605, 1520, 1470, 1400,
1280, 1145, 1100, 1060, 1030, 830, 800. EI-MS m/e
(rel. Intensitat): 330 (34), 312 (0,9), 286 (4), 271 (4),
179 (70), 165 (3), 152 (100), 150 (11), 135 (6), 123,
(43), 77 (7), 69 (11), 44 (53).

Dryopterin-Tetraacetat (II). 90 mg I wurden iiber
P,O, getrocknet und danach mit je 5ml wasser-
freiem Pyridin und Acetanhydrid 60 min im Trocken-
schrank auf 100 °C erhitzt. Die tiberschiissigen Rea-
genzien wurden durch mehrmaliges Einengen mit
Toluol am Rotavap bei 40 °C entfernt. Der Riick-
stand wurde in wenig Toluol/Aceton 2:1 geldst und
auf eine kleine Kieselgel-Saule gebracht. Man eluierte
mit demselben Gemisch und erhielt 48 mg IL. Prii-
fung auf freie OH-Gruppen: negativ. DC (Ri-Wert):
D 047 (Loschung). FD/FI-MS m/e: 498 (MM).
EI-MS m/e (rel. Intensitat): 498 (0,6 M*), 438 (15,
M-HOAC), 396 (36), 312 (27), 203 (6), 194 (11), 179
(11), 152 (22), 123 (10), 57 (6), 43 (100).

Dryopterinmethylester. 76 mg 1 wurden in 10 ml
wasserfreiem MeOH geldst und mit 1 Tropfen konz.
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H,SO, versetzt. Nach zweitdgigem Stehen bei Raum-
temperatur war bei chromatographischer Uberprii-
fung I vollig umgesetzt. Der Ansatz wurde darauf
mit 10 ml H,O verdiinnt, mit BaCO, neutralisiert,
filtriert und das Filtrat an etwas Seesand angetrock-
net. Die Antrocknung gab man auf eine kleine
Sephadex LH 20-Séule, die mit CHCI,/MeOH 8:2
eingeschlammt war, und eluierte mit dem gleichen
Gemisch. Man erhielt 72 mg Dryopterinmethylester.

DC (R+Werte): A 0,34; B: 0,43; D: 0,05, Detek-
tion: Vanillin/HCI: rot. FD/FI-MS m/e (rel. Intensi-
tat): 362 (7), 330 (100). EI-MS m/e (rel. Intensitit):
362 (0,3 M™), 344 (0,4), iibrige wie L.

Dryopterinmethylester-Pentaacetat (III). 92 mg Dry-
opterinmethylester wurden wie I mit Pyridin und
Acetanhydrid umgesetzt. Nach zweimaliger SC-Reini-
gung iiber Kieselgel mit Toluol/Aceton 2:1 wurden
25 mg III erhalten.

DC (RsWerte): B: 0,55; D: 0,45 (Loschung).
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